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摘要 : 世界 检疫 性 害虫 华 果 霸 蛾 Cydia pomonella 是 一 种 温度 耐 受 可 塑性 很 高 的 物种 。 本 研究 针对 温度 波动 可 能 导致 
其 耐 热 性 增强 的 科学 问题 , 采用 生 测 法 鉴定 了 苹果 吉 蛾 实验 种 群 的 高 温 耐 受 贱 值 , 采用 同 源 克 隆 、RACE 和 实时 次 
光 定 量 PCR ( RT-qPCR ) 等 方法 研究 了 苹果 堵 蛾 热 激 和 蛋白 Hsp90 基因 的 应 激 表达 对 耐 热 性 的 重要 作用 。 高 温 耐 受 立 
值 研究 结果 表明 , 苹果 吉 蛾 实验 种 群 的 死亡 率 随 温度 的 升 高 和 时 间 的 延长 显著 性 升 高 , 1 -5 龄 幼虫 分 别 经 30 和 
52 人 高 温 处 理 2, 5 和 10 min 后 , 3 龄 幼虫 耐 热 性 最 差 ,5 龄 幼虫 最 强 。50Y 和 52 人 分 别处 理 10 min 和 5 min 均 可 导 
致 1 -4 龄 幼虫 全 部 死亡 , 而 5 龄 幼虫 在 这 两 种 处 理 下 仍 有 25.0% 和 11.1% 的 存活 率 。 以 35 忆 处 理 的 5 龄 肉 幼 虫 为 
PAB ERE aK Hsp90 基因 全 长 cDNA, 结果 显示 该 基因 全 长 为 2470 bp, 完整 开放 阅读 框 为 2 148 bp, 共 编 码 716 
个 氨基 酸 , 预测 分 子 量 为 82.07 kDa, 命名 为 Cphsp90 (GenBank 登录 号 JN624775 ) 。 该 基因 编码 的 氨基 酸 序 列 与 亚洲 
ROK ME Ostrinia furnacalis 和 甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae 等 昆虫 的 Hsp90 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 高 达 96% ， 表 明了 
Hsp90 家 族 的 保守 特性 。Cphsp90 mRNA 的 相对 表达 量 在 32 ~ 44 人 高温 胁 迫 下 随 温 度 的 升 高 而 显著 增高 , 证 实 
Cphsp90 是 诱导 型 热 激 基因 , A mRNA 相对 表达 量 与 胁迫 程度 正 相 关 。Cphsp90 基因 的 表达 还 具有 组 织 特异 性 , 35°C 
处 理 幼虫 的 表皮 中 Cphsp90 相对 表达 量 显著 高 于 血 淋 巴 、 脂 肪 体 和 中 肠 , 应 激 啊 应 最 为 活跃 。 与 未 经 温 热 预 处 理 的 
昆虫 相 比 , 35°C 温 热 预 处 理 3h 后 的 5 龄 幼虫 在 40, 45 和 50 更 高 的 温度 胁迫 下 ，Cphsp90 mRNA 达到 最 高 表达 量 所 
需要 的 胁迫 温度 有 所 提升 , 由 未 经 预 热 处 理 的 40Y 处 理 10 min 提高 到 45Y 处 理 10 min, 这 与 温 热 预 处 理会 增强 5 de 
幼虫 耐 热 性 的 现象 相符 ,表明 Cphsp90 基因 的 啊 应 表达 在 苹果 霸 蛾 耐 热 性 及 其 可 塑性 过 程 中 发 挥 重要 的 作用 。 
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Abstract: The codling moth, Cydia pomonella ( Lepidoptera: Tortricidae) , is a worldwide quarantine pest 
and possesses the plasticity in thermotolerance ability. The temperature fluctuations may enhance its 
tolerance to heat stress. In the present study, we determined the critical threshold of tolerance to high 
temperature by bioassay method in C. pomonella laboratory population, and applied the techniques of 
homology-based cloning, RACE and real-time quantitative PCR ( RT-qPCR) to elucidate the function of 
Hsp90 responding to heat stress in C. pomonella. The results of bioassay showed that the mortality of C. 
pomonella was significantly increased as temperature was elevated and time prolonged. When the 1st - 5th 
instar larvae were exposed to 50°C. and 52°C for 2, 5 and 10 min, the 3rd instar larvae were found to be the 
most sensitive and the 5th instar larvae the most resistant. The 1st — 4th instar larvae were killed 100% 


when exposed to 50°C for 10 min and 52°C for 5 min, while the survival rate of 5th instar larvae still 
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maintained at 25.0% and 11.1% , respectively. The full-length cDNA of hsp90 gene was obtained from the 
5th instar larvae of C. pomonella exposed to 35°C , which is 2 470 bp in length and has an open reading 
frame (ORF) of 2 148 bp encoding a protein of 716 amino acids with the deduced molecular weight of 
82.07 kDa. This gene was registered in GenBank under the accession number JN624775 and designated as 
Cphsp90. CpHsp90 shares 96% amino acid sequence identity with the Hsp90 from Ostrinia furnacalis and 
Mamestra brassicae, suggesting that the Hsp90 family is highly conserved. The result of RT-qPCR showed 
that the Cphsp90 was heat inducible, and the relative expression level of Cphsp90 mRNA was positively 
correlated with the heat stress when the larvae were exposed to 32 —44°C for 1 h. When the larvae of C. 
pomonella were exposed to 35°C , Cphsp90 was expressed abundantly in cuticle with the expression level 
significantly higher than that in the hemolymph, fat body and midgut. The result of the mRNA expression 
pattern of the Cphsp90 under higher temperature after pretreatment at 35°C for 3 h indicated that the 
maximum expression level in the larvae preheated was induced at higher temperature (45°C for 10 min) 
compared with the larvae not preheated (40°C for 10 min). This result further proved that preheat treatment 
enhanced the thermotolerance of 5th instar larvae. It is so concluded that the positive expression of the 
Cphsp90 mRNA may play an important role in theromotolerance and the plasticity of C. pomonella. 

Key words: Cydia pomonella; heat resistance; heat shock protein ( Hsp); phylogeny; heat induction; 


relative expression pattern 


ER ge HR Cydia pomonella 属 鳞 翅 目 小 卷 峨 科 ， 
以 幼虫 蛙 食 苹 果 、 巢 、 桃 等 仁 果 ， 从 而 降低 果实 品 
质 或 造成 落果 ( 蒙 青 年 和 张 青 文 , 2005) , 重 灾区 危 
害 率 高 达 95% ( 巴 哈 提 古 丽 ,2009) ,是 重要 的 世 
界 性 检疫 害虫 , 迄今 为 止 已 广泛 分 布 于 除 东 亚 以 外 
WAERME SF, 1996), ERER 
远 距 离 传播 主要 依附 于 有 果品、 包装 物 、 运 载 工 具 
F, Aes bai. ERES, RU ETE. 传统 的 
化 学 防治 和 病毒 制剂 的 大 量 使 用 已 引发 了 严重 的 抗 
药性 及 环境 污染 等 问题 (Witzgall et al., 2008; 
Berling et al., 2009), HAY, 大 多 数 国 家 对 进出 口 
的 商业 化 果实 采取 严格 的 检疫 措施 以 防止 传人 
(Neven, 2006) , 5$ DLA BE TH D N 4656 BRK A 
T en ALD FI, TR A eR AA m RATE 
果品 质量 安全 问题 而 逐步 被 热处理 取代 (Drake et 
al., 2005; Wang et al., 2006) , 

SER d HA AR om BJ RETE S n] ZHTE, 环境 中 
的 温度 变化 或 者 果实 收获 后 一 段 时 间 内 的 温度 变化 
都 可 能 会 改变 其 耐 热 性 ， 从 而 影响 种 群 的 耐 热 性 
(Yin et al., 2006a; Chidawanyika and Terblanche, 
2011), FUSS Ae Ie Tet RE AY SC He OR. ERE, R 
实 收获 后 藏匿 其 中 的 5 龄 幼虫 耐 热 性 最 高 ， 显 车 高 
于 3 ~4 tS 4 x (Wang et al., 2004; Yin et al., 
2006a) 。 致 死 高 温 处 理 之 前 的 温 热 预 处 理 能 够 显 
著 增 加 其 耐 热 性 ,延长 致死 时 间 。 如 苹果 至 蛾 预 热 
处 理 后 在 48%C , 50% 和 52°C 下 全 部 致死 的 时 间 分 
别 由 1$, 5 和 2 min 延长 至 30,7 和 3 min (Yin et 


al., 2006a) , 甚至 升温 速率 都 会 对 死亡 率 产 生 显著 
影响 Wang et al., 2002b) 。 因 此 , 热 诱 导 引 起 的 种 
群 抗 热 性 是 降低 高 温 处 理 致 死 效 果 的 关键 因素 。 
此 , 有 人 提出 针对 某 一 特定 种 群 ， 必须 进行 耐 热 性 
T BR ise [ELT 26 ( Wang et al., 2006, 2009) , 以 获得 特 
异性 生物 学 信息 并 制定 10096 杀 灭 害虫 同时 保持 果 
实 品质 的 准确 措施 (Tang et al., 2000; Wang et al., 
2002a) 。 截 至 目前 , SERA TI AVE BY AE BA op T- 
啊 应 机 理 还 不 明确 。 

昆虫 对 生存 环境 的 变化 表现 出 极 强 的 适应 性 ， 
亚 致死 温度 处 理 后 耐 热 性 的 增强 与 热 激 重 白 (heat 
shock protein, Hsp) HJ 5 5r 3€ iA 4H K ( Feder and 
Hofmann, 1996; Dahlgaard et al., 1998; Neven, 
2000; RRMA HW, 2009). HEAR ae HR TT FA HE n] 
能 也 是 通过 Hsp 快速 应 激 啊 应 而 获得 (Yokoyama et 
al., 1991; Wang et al., 2002a, 2004); Yin 等 
(2006b ) 38i Ef 2 E28 AP HSP70 重 日 类 型 明确 了 
ii FAL PESE SEE IR ER 5 龄 幼虫 Hsp70 EHA H A PA 
应 , 但 对 其 他 诱导 表达 的 蛋白 未 作 系 统 研 究 。 因 为 
不 同 的 Hsp 家 族 具 有 不 同 的 功能 , STARR RUM] 
耐 热 性 机 制 需 要 对 多 种 热 激 重 昌 进 行 深 入 人 研究 。 
Hsp90 家 族 是 真 核 生 物 必 不 可 少 的 一 类 高 分 子 量 分 
子 伴侣 (Borkovich et al., 1989) , 胁迫 条 件 下 作为 陪 
PEA SER Aa A. 保护 热 敏 重 日 维持 正常 折 
#ARZS ( Yonehara et al., 1996) ，Hsp90 的 应 激 啊 应 
高 水 平 表达 能 够 保护 细胞 并 增强 机 体 的 耐 热 性 
(Neuer et al., 2000)。 因 此 推测 Hsp90 n] REER 


1238 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 54 3$ 


ARMA ETA ARE EMER. 

我 国 于 1957 FEJE E KEMER IRH f 
害 ( 张 学 祖 , 1957), 20 世纪 80 年 代 曾 严重 发 生 并 
传人 甘肃 敦煌 。 目 前 已 扩散 至 新 疆 全 省 、 甘 肃 西 
部 、 内 蒙古 等 地 ， 随 着 交通 和 旅游 业 的 迅猛 发 展 ， 
苹果 骞 蛾 跨越 河西 走廊 癌 东 部 水 果 主 产 区 扩张 的 形 
势 更 为 严峻 , 直接 威胁 全 国 林果业 的 生产 和 销售 。 
针对 苹果 骞 蛾 在 我 国 扩散 的 严峻 形势 ,实施 有 效 的 
检疫 措施 对 于 阻止 继续 扩散 至 关 重 要 。 本 研究 通过 
生物 学 测定 方法 鉴定 了 苹果 寇 蛾 实验 种 群 的 耐 热 性 
闵 值 ,同时 克隆 获得 苹果 完 蛾 热 激 和 蛋白 Hsp90 基因 
(hsp90) 的 cDNA EK, 通过 分 析 其 组 织 分 布 模式 
和 在 温度 梯度 处 理 及 温 热 预 处 理 过 程 中 的 相对 表达 
模式 ,探索 苹果 堵 蛾 耐 热 性 的 获得 与 hsp90 的 相关 
性 。 为 制定 科学 合理 的 检疫 处 理 措施 提供 客观 依据 ， 
并 为 深入 研究 苹果 骞 蛾 的 耐 热 性 机 制 英 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

苹果 雷 蛾 种 群 由 2009 年 9 -10 ARB BON 
TAR TH (ARE 98?29'53", 北纬 39?42'56") 的 野生 种 
HE. BAAR ARERR A LiALE, 饲养 
条 件 为 26 +0.5%C ,相对 湿度 为 50% ~ 60% , JEJ 
期 为 16L:8D。 人 饲养 至 12 代 的 卵 和 1 —5 龄 幼虫 用 
作 实 验 种 群 的 高 温 耐 受 国 值 研究 。 因 为 5 龄 肉 幼 忠 
的 耐 热 性 优 于 雄 虫 (Yokoyama et al., 1991), FLA 
hsp90 mRNA 相对 表达 水 平 与 耐 热 性 的 相关 人 研究 均 
选用 2 -3 日 龄 的 活跃 5 龄 内 幼虫 。 
1.2 主要 试剂 

RNAeasy Mini Kits 和 RNase-Free DNase Set 购 
H Qiagen 公司 ，TransScript First-strand cDNA 
Synthesis SuperMix 试剂 盒 、 克 隆 载 体 pPMD18-T 和 大 
WT EM Escherichia coli DH5a W H Transgene 公司 ， 
SMARTer" RACE cDNA Amplification Kit 试剂 盒 、 
实时 奖 光 定量 试剂 盒 SYBR Premix Ex Taq ( Perfect 
Real Time), DNA Jf [nicis]. DNA marker, Taq 
Bg. dNTP 均 购 目 TaKaRa 公司 , 引物 合成 与 测序 由 
Invitrogen (北京 ) 公 司 完 成 。 
1.3 实验 种 群 的 高 温 耐 受 阅 值 

果 表 的 虫 卵 和 内 部 的 幼虫 是 检疫 措施 针对 的 两 
种 昆虫 状态 。 卵 的 高 温 耐 受 上 限 约 为 S0Y% 处 理 5 
min ( Wang et al., 2004) , 所 以 卵 的 高 温 处 理 设置 
48% $i 507C., 时 间 分 别 为 2, 5 和 10 min, JE ELT 


RAH SE GL, 记录 最 终 孵 化 数量 。 每 个 
处 理 设 200 KIN, 重复 3 次 。1 -5 龄 幼虫 的 高 温 处 
理 设置 50%XC 和 5$2% ， 时 间 分 别 为 2, 5 和 10 min, 
后 置 于 常规 饲养 环境 中 , 幼虫 被 刺激 无 反应 且 体 色 
变 黑 视 为 死 志 。 处 理 的 幼虫 从 当日 起 共 观 察 d, 
观察 程序 参照 Wang 等 (2002a) 的 方法 。 幼 虫 每 个 
处 理 设 60 k, 对照 为 稼 规 饲 养 笠 末 袁 蛾 幼虫 。 

1.4 RER hsp90 基因 的 克隆 及 序列 分 析 
1.4.1 总 RNA 的 提取 与 第 一 链 cDNA 的 合成 : 取 
35*"C 处 理 3 h 的 5 龄 幼虫 ,采用 RNAeasy Mini Kit 
( Qiagen) 试剂 盒 提取 总 RNA, 终 体积 为 35 uL. FI 
用 NanoDrop ND1000 Spectro-photometer ( USA ) FR 
BERE kM RNA 的 浓度 和 质量 。 取 500 ng 
总 RNA 为 模板 ,应 用 TransScript First-strand cDNA 
Synthesis SuperMix 试剂 盒 , 以 Oligo( dT) ;为 反 转 录 
引物 , 合成 第 一 链 cDNA。 

1.4.2 hsp90 cDNA 序列 的 克隆 : 根据 家 看 Bombyx 
mori ( GenBank  3€ 5.: GU324473.1). f 5 n 
armigera ( GenBank & 录 5: 
HM593517.1). #H X W R Spodoptera exigua 
(GenBank 登录 号 : FJ524853. 1) Al SE Y A Se R 
Helicoverpa zea ( GenBank 登录 号 : GQ389710. 1) 
hsp90 的 cDNA 保守 域 序列 , 设计 简 并 引物 Fl 作为 
1) SESE RR aI hsp90 3'- 末 端的 上 游 引物 ( 表 1), 与 
位 于 3"- 末 端 非 编 码 区 保守 序列 的 特异 性 引物 RI 配 
对 (Xu et al., 2011) , 以 第 一 链 cDNA 为 模板 进行 扩 
增 。 反 应 条 件 为 : 94°C 预 变性 3 min; 然后 进行 如 下 
循环 , 94°C 变性 20 s, 53°C 退火 30 s, 72°C 延伸 1 
min, 432 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 10 min, PCR 产 
物 经 1.5% Gas We BE BS HB DK Ie c H BS Fr Be, 连接 到 
pMD18-T 载体 中 , 转化 至 DH5a 感受 态 细胞 ， 挑 取 
阳性 元 隆 测序 ,并 进行 Blast 序列 分 析 。 

应 用 SMARTer" RACE cDNA Amplification Kit 
合成 用 作 5'-RACE 的 cDNA 模板 , 根据 已 得 hsp90 
3 -末端 序列 设计 5 -RACE 反 回 特异 性 引物 R2, 与 
试剂 盒 内 通用 引物 Universal Primer A Mix ( UPM) fi 
对 ( 表 1), 扩 增 hsp90 cDNA 的 35- 末端 序列 。 反 应 
条 件 为 : 94% 预 变性 3 min; 然后 进行 如 下 循环 ， 
94°C 变性 30 s, 6$S% 退火 30 s, 72% 延伸 3 min, 4 
32 个 循环 ; 最 后 72°C 延伸 10 min。 死 隆 和 序列 分 
析 同 上 。 

1.4.3 hsp90 基因 cDNA 全 长 序列 的 获得 : hsp90 
基因 3 -未 端 和 5' -未 端 序列 具有 序列 重 枯 区 (图 1 
A), 应 用 DNAMAN ( version 5 . 0 ; Lynnon BioSoft , 


Helicoverpa 
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表 1 hsp90 cDNA 全 长 扩 增 和 实时 菊 光 定量 PCR 所 用 引物 序列 
Table 1 Primer sequences used for full-length cDNA cloning of hsp90 and real-time quantitative PCR 


引物 名 称 引物 序列 (5 -3") 
Pnmer name Primer sequence 
Rl GAACTAAATCAGTCTTTGG 
F1 GBATGAARGARAACCAGAA 


UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 


R2 CGAACTTGACTTTGTCCTCCTCACG 
actin-F AATCGTTCGTGACATCAAGG 
actin-R CGAGTTGTAGGTGGTTTCGTG 


90Q-F TGCTCAGTATGGCTGGTCG 
90Q-R ATAGATGCGGGAGGCGT 


Quebec , Canada) 进行 序列 拼接 获得 cDNA AK, 采 
用 NCBI ORF Finder 鉴定 cDNA 全 长 的 开放 性 阅读 
框 (open reading frame, ORF), MJH Blast 工具 进行 
核 苷 酸 序 列 和 氨基 酸 序列 的 双重 分 析 (http: // 
www. ncbi. nlm. gov/Blast/) , 将 hsp90 cDNA 全 长 序 
列 提 交 GenBank 注册 。 


A UPM Fl 
roue hsp90 
5! T 
Oligonucleotide R2 R1 
B bp 





图 1 ERER hsp90 SEES ( Cphsp90) cDNA 全 长 的 
构建 (A) 及 3“- 末 端 和 35“- 末 端的 PCR 9 3$ (B) 
Fig. 1 Construction of the full-length cDNA (A) and 
the 3'- and 5'-end PCR amplification (B) of hsp90 
from Cydia pomonella ( Cphsp90) 


M: DNA 分 子 量 标准 DNA Marker Trans plus 2K; 1; 3'-R im ø 3'- 


end PCR product; 2; 5 '- 末 端 产物 5'-end PCR product. 


15 系统 发 育 的 在 线 和 软件 分 析 
根据 已 公布 昆虫 种 的 Hsp90 氨基 酸 序列 , 应 用 
( http:// 
www. ebi. ac. uk/Tools /msa/clustalw2/ ) 进行 在 线 多 
重 序列 比 对 。 采 用 分 子 进化 遗传 分 析 软 件 MEG AA 
进行 Kimura 双 参 数 遗 传 上 距离 分 析 (Tamura et al., 
2007) , 构建 NJ 进化 树 , 分析 Hsp90 和 蛋白 的 系统 进 


ClustalW2-Multiple Sequence Alignment 


扩 增 产物 引物 的 功能 
Size (bp) Functions of primers 
" hsp90 3'- 未 端 扩 增 
Amplification of hsp90 3'-end 
hsp90 -末端 
id mob» " a "Dan 
Ss KIGE Æ PCR 中 actin 的 扩 
Amplification of actin in RT-qPCR 
— FICE tg PCR 中 hsp90 的 扩 


Amplification of hsp90 in RT-qPCR 


MRA CBS RR IRA CRI RAK AS e 
1.6 高 温 热 激 和 温 热 预 处 理 后 的 高 温 胁 迫 处 理 

热 激 处 理 在 恒温 金属 浴 上 进行 (温度 变 幅 二 
0.2"C ,升温 速率 8C/min)。 高 温 热 激 诱导 设置 
32, 35, 38, 41 和 44 人 分 别处 理 1h, 25C 恢 复 1 h 
后 , ORFF - 80°C 45 RJ, 以 恒温 27Y 饲养 的 幼虫 为 
对 照 , 每 个 处 理 3 次 重复 。 幼 虫 经 35°C MbSH 3 h, 
25°C Tk 1h Ja, 用 DEPC H,0 清洗 虫 体 , 在 解剖 
镜 下 解放 获得 血 淋 巴 、 脂 肪 体 、 中 肠 和 表皮 ,用 作 
hsp90 mRNA 组 织 特异 性 表达 分 析 。 

35°C 预 热 处 理 2 ~6 h 可 以 显著 增强 S 龄 幼虫 
在 极端 高 温 处 理 下 的 存活 率 (Yin et al., 2006a, 
2006b) , 故 设置 5 龄 幼虫 经 33S% 预 热 3 ha, 分 别 
在 40, 45 和 50Y 高 温 下 处 理 10 min, 人 研究 温 热 预 
处 理 后 hsp90 mRNA jay SERIA Bek 5 IT A n] 2H 
性 之 间 的 相关 性 ; 以 恒温 27% 饲养 的 幼虫 作对 照 ; 
因为 50%C 处 理 10 min 可 能 造成 幼虫 死亡 ,所 以 加 
ix 507C 处 理 $ min 的 处 理 。 
1.7 hsp90 mRNA 表达 水 平 的 相对 定量 分 析 

将 不 同 温 度 胁 迫 的 昆虫 及 其 各 组 织 提 到 总 
RNA, 合成 cDNA LASER EIR actin 基因 (CenBank 
登录 号 : AYS24976.1) 为 内 参 基 因 , 利用 实时 痰 光 
定量 PCR( RT-qPCR) 结合 比较 C, 值 法 (Giulietti et 
al., 2001) BF ZZ 3E SR EE hsp90 mRNA 在 不 同 温度 
WE. PURUS [8] 2H 2R HP BED] SE ARTES E 
蛾 actin AGE MEH) hsp90 基因 设计 多 对 特异 性 RT- 
qPCR 引物 , 参考 Giulietti 等 (2001 ) 的 方法 进行 引 
VOT TG, 获得 符合 要 求 的 特异 性 引物 ， 如 表 1 
所 示 。RT-qPCR 反应 采用 灾 光 染料 SYBR Green I 
在 ABI 7500 Real-time PCR 仪 上 进行 , 每 个 样品 进 
行 3 次 PCR 扩 增 , 取 平 均值 为 该 处 理 Cr 值 。 反 应 
参数 为 : 94°C 预 变性 1 min; 然后 94°C 变性 10 s, 
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60°C 退火 15 s, 72°C 延伸 20 s, 2:40 个 循环 ; 最 后 
FE 62°C ~95 志 之 间 探 测 产 物 的 浴 解 曲线 以 保证 反 
应 的 特异 性 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

以 未 孵化 的 卵 数 与 总 卵 数 比 值 计算 卵 的 死亡 
率 。 和 死亡 幼虫 数 与 每 处 理 幼 虫 总 数 的 比值 计算 死亡 
K, 并 依据 Abbott 公式 (1925 ) 计算 校正 死亡 率 。 
RT-qPCR 结果 通过 相对 定量 Ct 国信 方法 进行 相对 
定量 分 析 ( Giulietti et al., 2001) 。 不 同 温度 -时 间 人 处 
理 各 龄 幼虫 的 死亡 率 以 及 RT-qPCR 结果 的 差异 显 
著 性 应 用 SAS 9.0 版 统计 软件 的 单 因素 方差 分 析 
(ANOVA) 法 进行 分 析 ， 显 著 性 测定 采用 邓肯 氏 新 
复 极 差 法 检验 ,显著 性 检验 水 平 为 P<0.05。 


2 结果 
2.1 实验 种 群 的 耐 高 温 阔 值 鉴定 


卵 经 相同 温度 处 理 的 死亡 率 随 时 间 延 长 而 显著 
增加 , 48 CARIE 10 min 的 死亡 率 显 车 高 于 2 min 和 


5 min 处 理 , 50°C 处 理 $ min 和 10 min 的 死亡 率 显 
著 高 于 2 min 处 理 。 相 同 处 理 时 间 SOC HZ 48C 
处 理 的 死亡 率 显著 升 高 ， 即 48°C 和 50% 两 个 温度 
梯度 对 卵 的 死亡 率 影响 显著 。 使 卵 100% 致死 的 处 
Ji Jg 50°C 处 理 $ min FA 52°C 处 理 2 min, 

1 -5 龄 幼虫 的 死亡 率 均 随 着 处 理 温度 的 升 高 
和 时 间 的 延长 而 显著 升 高 。50% 温度 下 不 同 处 理 时 
间 对 各 龄 幼虫 死亡 率 影 响 显著 , 50 处 理 10 min 和 
52°C ARIE 5 min 均 可 造成 1 -4 龄 期 幼虫 全 部 死亡 ， 
而 5 龄 幼虫 在 这 两 种 处 理 下 分 别 有 75. 096 和 
88.9% 的 死亡 率 。523% 高 温 处 理 长 达 10 min 才能 
造成 5 龄 幼虫 全 部 致死 。 说 明 5 龄 幼虫 耐 受 极端 高 
温 的 能 力 最 强 。 

同一 处 理 条 件 下 不 同龄 期 幼虫 的 死亡 率 差 异 显 
著 性 综合 分 析 发 现 , 5 龄 幼虫 在 30 和 352 温度 下 
AB 5 ~10 min 和 5$2% 处 理 $ ~ 10 min 的 死亡 率 均 
显著 低 于 卵 和 其 他 虫 龄 ,充分 说 明了 5 龄 幼虫 在 高 
温 下 具有 最 强 耐 热 性 ( 表 2)。 


表 2 孵 和 1~5S 龄 幼虫 在 不 同 温度 -时 间 处 理 下 的 死亡 率 
Table 2 The mortality of eggs and 1st —5th instar larvae of Cydia pomonella under 


different temperature-time combination treatments 


处 理 温 度 时 间 


死亡 率 Mortality ( 96) 


Temperature Time Bp 1 龄 幼虫 2 龄 幼虫 3 龄 幼虫 4 龄 幼虫 5 龄 幼虫 

(©) (min) Egg Ist instar larva 2nd instar larva 3rd instar larva 4th instar larva 5th instar larva 
48 2 10.3 £8.4 Da — 17.5 +7.9 Ca - - - - 

48 5 13.9 €8.7 Db — 43.9 £4.8 Ba - - - - 

48 10 27.9x5.6 Cb — 100.0 «0.0 Aa - - - - 

50 2 83.3 48.3 Ba — 25.8£7.2Cbe 12.344.8Ce 53.9 «18.2 Bab 18.8 £6.8 Cbe — 0.0 0.0 De 
50 5 100.0+0.0Aa . 50.1£14.1 Bb 81.2+412.1 Ba 90.7 €7.2 Aa 37.5+11.2 Bb 5.041.2 De 
50 10 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 75.0+10.0 Bb 
52 2 100.0+0.0 Aa 69.4+8.7 Be 88.5+10.2 Bb 98.0+4.2 Aab — 40.8 £8.4 Bd — 16.8 £4.9 Ce 
52 5 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 88.9+8.3 Ab 
52 10 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0 +0.0 Aa 














表 中 数值 为 各 处 理 死亡 率 的 平均 值 + 标准 差 ; 同 列 数字 后 的 不 同 大 写字 母 代 表 差 异性 显著 , 而 同行 数字 后 的 不 同 小 写字 母 代表 差异 性 显著 


(P «0.05) , Data in the table are mean + SD; those in the same column followed by different capital letters are significantly different, while those in the 








same row followed by different lowercase letters are also significantly different ( P «0.05). - : 未 作 相 应 处 理 No such treatment. 


2.2 hsp90 全 长 cDNA 特征 分 析 

以 反 转 录 的 cDNA 为 模板 , FL 和 RI1 为 引物 对 ， 
扩 增 得 到 855 bp 的 3- 末端 产物 (图 1: B), ERI 
T-Vector 并 测序 。 经 NCBI Blast 软件 分 析 表 明 该 片 
段 与 GenBank 上 已 注册 的 其 他 昆虫 的 hsp90 序列 相 


似 性 很 高 ， 其 中 与 桃 姓 果 峨 Carposina sasakii 
(GenBank 登录 号 : HQ392512. 1) #l fg 49 B H. 
armigera ( GenBank 登录 号 : FJ986209. 1) 的 序列 相似 
性 最 高 , 为 87% , 证 实 该 片段 属于 hsp90 基因 家 族 。 
以 特异 性 反 回 引物 R2 和 UPM 配对 ,以 S’- 
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RACE 的 cDNA 为 模板 , 扩 增 得 到 约 1 900 bp Ay 5’- 
末端 产物 (图 1: B). NCBI Blast 比 对 发 现 hsp90 5'- 
末端 序列 与 其 他 昆虫 的 hsp90 核 苷 酸 序 列 相似 性 也 
很 高 , HP Spee RiR C. sasakii ( GenBank 登录 
+5: HQ392512. 1) , #498 H. armigera ( GenBank 
登录 号 : FJ9086209. 1) . H iX ql Mamestra brassicae 
(L.) ( GenBank 登录 号 : AB251894.1) 、 草 地 贪 夜 
iR Spodoptera frugiperda ( GenBank 登录 号 : AF254880. 
1) AA Rr AA Ei, 为 87% © 
两 段 序 列 经 DNAMAN 拼接 获得 2 470 bp 的 
hsp90 cDNA 全 长 , EPE 2 148 bp 的 ORF, 248 bp 
的 5'UTR 和 78 bp 的 3'UTR。hsp90 完整 ORF 共 编 
码 716 个 氨基 酸 , 预测 分 子 量 为 82.07 kDa, 等 电 
点 为 4.7。 将 hsp90 cDNA 提交 GenBank, 登录 号 为 
JN624775, 命名 为 Cphsp90, Antheprot 4] jp x IM 
Fee HK Hsp90 N 端 第 11 个 氨基 酸 存 在 跨 膜 区 域 (图 
2)。 和 蛋 昌 结构 域 分 析 (http: //www. ebi. ac. uk/ 
interProScan/) 发 现 N 端 第 34 ~ 187 位 氨基 酸 为 
HATPase_c superfamily 保守 结构 域 ; 第 190 ~716 位 


PEDMQTSGE V  Membranous score 


AA FE PRY HLA B Hsp90 和 蛋 日 结构 域 ( 图 3); 末尾 基 
FF" MEEVD" ij ns iX 2E E 2 B a A EB 
( Prodromou et al., 1997) , NCBI Blast 序列 相似 性 
分 析 结 果 表 明 , SEAR IR Hsp90 2E E455 MEDI s 2 HR 
Ostrinia furnacalis ( GenBank 登录 号 : ADM26737. 1) , 
Hub Wu M. ( GenBank & 录 F: 
BAF03554. 1) , kE Argynnis paphia ( GenBank 
登录 号 : ADM26735). — LR Chilo suppressalis 
(GenBank & 3€ 5: BAE44307. 1). PA qw ug 
Spodoptera litura ( GenBank 登录 号 : ADK55516. 1) 
A B) S AE Pl] — BPE BB IK 96% , 充分 说 明 昆虫 
体内 Hsp90 2& Ei Beg BE RTE c 
2.3 系统 发 育 在 线 分 析 和 MEGA 系统 进化 树 构 建 
对 昆虫 纲 6 个 目 61 个 物种 Hsp90 E A RA 
酸 全 序列 进行 系统 发 育 关 系 分 析 , 结果 见 图 4。 从 
图 中 可 以 看 出 ， 鳞 翅 H (Lepidoptera), 3X x8 H 
(Diptera ). #4 #2 H ( Coleoptera) Al Er WA 
( Orthoptera ) #8 SE 8b & Ej Hé d. mAH 
( Hymenoptera ) #11 [5] #2 H ( Homoptera) JE JV, f ^] x. c 


brassicae 





图 2 RER Hsp90 和 蛋白 序列 跨 膜 区 预测 


Fig. 2 Prediction of the transmembrane region of Hsp90 protein from Cydia pomonella 


InterPro Match | 030000000000000000000000000000000500000000608 Cydia pomonella Hsp90 — «nenne = r! Description 


IPR001404 | Heat shock protein Hsp90 











MF 00505» o HSP90 
PIRSFOO2583» D Heat shock pon HSP90/HTPC types 
PTHR11528* SFAMILY NOT NAMED 
PF00183* ns) BS HSP90 


IPRO03594 ATPase-like, ATP-binding domain M 
qODOLMDEUURO DK M —— ————————l "o set ssl 
PF02518» ee BHAT PAS 6 
SM00387' son description 
SSFSS874° HEHEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENINB — — M ATPase domain of HSP90 chaperone/DNA 


IPR019805 | Heat shock protein Hsp90, conserved site 
PS00298 一 人 一 四 HSP90 


IPRO20568 Ribosomal protein S5 domain 2-type fold 
SSFS4211 » —— — — — E © Ribosomal protein SS domain 2-like 








IPRO20575 Heat shock protein Hsp90, N-terminal 
PR00775 * BG HSP90 
noIPR unintegrated 
SSF110942 » m HSP90 C-terminal domain 
gGPRODOM  gPRINTS m PIR BPFAM a SMART me TICRFAMs g@PROFILE 
OHAMAP OPROSITE WSUPERFAMILY SSIGNALP S&S TMHMM PANTHER S&CENE3D 


图 3 ERER Hsp90 重 白 序列 保守 结构 域 预 测 


Fig. 3 Prediction of the conserved domain of Cydia pomonella Hsp90 protein 
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54 4B 


96 | Mamestra brassicae 


87 


Mythimna separata 
Sesamia nonagrioides 
52 Spodoptera exigua 
Spodoptera litura 
66, 5 Helicoverpa zea 


75 |— Helicoverpa armigera 


5g — Helicoverpa assulta 


Papilio memnon 


Spodoptera frugiperda 


99 Cydia pomonella* 


Carposina sasakii 


Omphisa fuscidentalis 


61 


Ostrinia furnacalis 


49 Loxostege sticticalis 


59 Chilo suppressalis 


90 Antheraea pernyi 


53 Antheraea yamamai 


Bombyx mori 


39 


57 Argynnis paphia 


feet H Lepidoptera 


Gonepteryx amintha 


24 Exangerona prattiaria 


34 Dendrolimus superans 


99 


Dendrolimus tabulaeformis 


Plutella xylostella 
Hepialus pui 


Harmonia axyridis 


Tribolium castaneum 


69 Harpegnathos saltator 


838 H Coleoptera 


Acyrthosiphon pisum | 同 翅 目 Homoptera 


54 Acromyrmex echinatior 


99 


Camponotus floridanus 


膜 翅 目 Hymenoptera 


Apis mellifera 


Gryllus firmus 


Locusta migratoria 


H H Orthoptera 


Nilaparvata lugens 


99 


Microplitis mediator 


Bemisia tabaci 


pais Homoptera 


Trialeurodes vaporariorum 


Macrocentrus cingulum 


Pteromalus puparum 


99 
97 


R53 H Hymenoptera 


Anopheles albimanus 


Anopheles gambiae str 


Aedes aegypti 


Polypedilum vanderplanki 


99 


42 
99 85 


93 


68 74 


65 


s0| 


23 
29 


Liriomyza sativae 
Liriomyza huidobrensis 
Glossina morsitans 
Ceratitis capitata 
Delia antiqua 
Drosophila willistoni GH H Diptera 
Drosophila grimshawi 
Drosophila buzzatii 
Drosophila mojavensis 
Drosophila virilis 
Drosophila ananassae 
Drosophila pseudoobscura 
71 - Drosophila melanogaster 
Drosophila sechellia 
Drosophila erecta 


Drosophila yakuba 


图 4 昆虫 Hsp90 氨基 酸 序列 系统 进化 树 
Fig. 4 Phylogenetic tree of amino acid sequences of insect Hsp90 constructed by the neighbor-joining 


GenBank 登录 号 GenBank accession numbers related to the species analyzed; W.Y EX HE Ostrinia furnacalis (ADM26737.1), HR IR Mamestra 


11 期 申 建 熙 等 : ESR EAC A Hsp90 基因 的 克隆 及 热 胁 迫 下 的 表达 分 析 1243 


brassicae ( BAF03554. 1) , 2&4 J hz SE Argynnis paphia ( ADM26735. 1), — E & Chilo suppressalis ( BAE44307.1), 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 
(ADKSSS516. 1) , #4 E Mythimna separata ( ADM26740. 1), EX Hh Ge RIR Spodoptera frugiperda ( AAG44630. 1) , Jj Æ$ Sesamia nonagrioides 
(ABAS4273.2) , #414 Helicoverpa armigera ( 4ADM26743. 1) , Æ Yi #844 8 Helicoverpa zea ( ACV32639. 1), fH X 1X IR Spodoptera exigua 
(ACL77779.1) , TE Omphisa fuscidentalis ( 4ABP93404. 1) , EX Hh. Loxostege sticticalis ( 4ABW87791. 1) , R f Papilio memnon ( ADM26736. 
1), f& te NL Exangerona prattiaria ( ADM26739. 1), ， 落 叶 松 毛虫 Dendrolimus superans ( ABM89112. 1), AH SC BC HR Helicoverpa assulta 
( ADM26742.1) , ZUR Gonepteryx amintha ( ADM26741.1) , ZÆ Bombyx mori ( NP. 001036876. 1) , 小 菜 蛾 Plutella xylostella ( BAEA8742. 
1) , 油 松 毛虫 Dendrolimus tabulaeformis ( 4BM89111.1) , "BESTE Antheraea pernyi ( 4ADD91573. 1) , RÆ Antheraea yamamai ( BAD15163.1) , Pk 
HERIR Carposina sasakii ( A4ADPO1837. 1) , PMY Fa Microplitis mediator ( ABV55506.1) , RIPENE Liriomyza sativae ( 4AW49253.2) , 腰带 
长 体 草 蜂 Macrocentrus cingulum ( ACE77780. 1) , EXE BAX Harpegnathos saltator ( EFN88374. 1) , TEES Hepialus pui (ADA61011.1) , ER FR 
W& Drosophila melanogaster ( NP. 523899. 1) , S RRE IE Liriomyza huidobrensis ( 4AW49252.2) , #4 «itl, Nilaparvata lugens ( ADE34169. 1) , ybi% 
Gryllus firmus ( ADK64952. 1) , Ej X Acromyrmex echinatior ( EGI61913. 1) , i] TF HE Glossina morsitans ( ADD20481. 1) , #4 "B YEA HR Ceratitis 
capitata ( CAJ28987. 1) , Aik Delia antiqua ( CAI64494. 1) , b 47 EIK FM Camponotus floridanus (EFN72016. 1) , 5E€83f 4 Harmonia axyridis 
(ACLS0SS0.1) , EE Wi 4 52E Pteromalus puparum ( ACOS7617. 1), EA Tz BC Anopheles albimanus ( AAB05638. 1), Kil Locusta migratoria 
( AAS45246.2) ,冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae str ( XP. 308800. 3) , 摇 蚊 Polypedilum vanderplanki ( ADM13380. 1) , 埃及 仇 蚊 Aedes aegypti (XP 
001649752. 1) ， 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( NP. 001094067. 1) ,西方 蜜蜂 Apis mellifera ( NP. 001153536. 1) , #2! Drosophila mojavensis (XP 
.002008178.1) , 32% Drosophila erecta (P. 001971711. 1) , 32 Drosophila sechellia ( XP, 002035159. 1), 32 Drosophila grimshawi ( XP _ 
001984000.1), 38 Drosophila yakuba ( XP, 002093517. 1), "l& Drosophila willistoni ( XP. 002062325. 1), R #ẹ Drosophila virilis ( XP _ 
002046978.1) , Ix S Drosophila ananassae ( XP. 001956817. 1) , WI RHE Drosophila pseudoobscura ( XP. 001353471. 1) , 428 Drosophila 
buzzatii ( ABK34943. 1) ， 烟 粉 乱 Bemisia tabaci ( ACH85198. 1) , } 2 AB} f Trialieurodes vaporariorum ( ACH85202. 1) , Wü xz f Acyrthosiphon 


pisum ( XP. 001944920. 1). 


从 目 以 下 的 分 类 阶 元 来 看 ， 鲜 这 目 夜 蛾 科 
( Noctuidae ) $ R $} ( Pyralididae ) Æ ER Bl 
( Bombycidae) ~ fi] ERE ( Lasiocampidae ) 的 物种 分 
别 能 各 自 聚 合成 一 大 支 ， 卷 里 科 (Tortricidae) KP 
AR ae BR jE FR IRPL ( Carposinadae ) AY BE RE ZR AR C. 
sasakii 4532€ Jg— xc, 之 后 与 美 风 凤 Papilio memnon, 
WIREL ( Pyralididae) 的 昆虫 以 平行 的 方式 汇 成 一 大 
Xo "UHR Hepialidae ) MIREL ( Plutellidae ) 的 
物种 较 少 , 各 目 为 一 文 。 然 而 蝶 类 和 蛾 类 的 分 文 并 
不 如 传统 分 类 学 那样 明显 Wn 5k SEORBE 
( Nymphalidae ) 和 粉 蝶 科 ( Pieridae ) 的 两 个 物种 聚合 
后 , SHAH) RAR (Geometridae ) , Té E ERP A AE 
RERA, Jer GRAAL Bombycidae) RA, 而 美 
KEE P. memnon Wl] E; RS RBI ( Pyralididae ) MÆ IREL 
(Tortricidae) 聚合 , 最 后 两 个 大 的 分 文才 聚合 。 对 
FOG A WF, ABER (Drosophilidae ) 的 物种 先 汇 
聚 , Ja 5 WEA (Muscidae). Sc HE fl ( Tephritidae ) 和 
18 NB P ( Agromyzidae) 汇聚 为 一 大 文 ， 而 蚁 科 
( Culicidae ) 54% F} ( Chironomidae) 聚合 为 另 一 支 ， 
TARARE NAH 

从 同 翅 目的 聚 类 情况 来 看 te mS A R 
( Aleyrodoidea ) 的 烟 粉 乱 Bemisia tabaci 和 温室 白粉 
il, Trialeurodes vaporariorum R Jj — xc, Ti Jer MAR 
t A XB XS BEP A P Aphidoidea) Wi 57. 957 
Acyrthosiphon pisum 聚合 。 膜 翅 目 则 包括 两 个 均衡 
HJ4] 3c, — 3X 24 N P ( Formicidae ) 85 EN BE wk WY 


Harpegnathos saltator, Vj] Wy Acromyrmex echinatior , 
fb E SEP Camponotus floridanus 和 蜜蜂 科 
( Apidae ) 的 西方 蜜蜂 Apis mellifera RE, 53 — xe Wil 
2j Ha ERI ( Braconidae ) AY FP ZI fill Y4) HR HE Microplitis 
mediator FUE tr tk XB Macrocentrus cingulum 和 人 金 
小 蜂 科 ( Pteromalidae ) Bj HE AR 4 /|\ HE Pteromalus 
puparum , 

综合 来 看 , BRRAAR AES BAAS B 
的 传统 分 类 地 位 中 ,虽然 鳞 翅 目的 聚 类 较为 复杂 ， 
但 是 也 能 够 与 传统 分 类 学 结 打 相 吻 合 。 
2.4 Cphsp90 mRNA 的 高 温 诱 导 表 达 

Te Winn SHEL YS AR a AR SS Cphsp90 mRNA 
表达 具有 明显 的 诱导 作用 。5 龄 幼虫 经 32°C 处 理 
1 h/gi, Cphsp90 mRNA 相对 表达 量 未 显著 升 高 , 但 
随 看 处 理 温度 的 提升 ,5 龄 幼虫 经 过 35°C, 38C, 
41*C 和 44% 处 理 1 h, 体内 Cphsp90 mRNA 相对 表 
达 量 较 对 照 均 有 显著 性 升 高 , 约 为 对 照 处 理 表达 量 
的 7 ~ 12 倍 。 其 中 44% 处 理 后 幼虫 体内 Cphsp90 
mRNA 的 表达 量 最 高 ， 显 著 高 于 38Y M41 的 处 
Jg, 但 后 二 者 之 间 不 存在 显著 性 差异 。 以 温度 -时 
间 处 理 作 目 变量 , 以 Cphsp90 的 相对 表达 水 平 作为 
因 变 量 , 分 析 结 果 见 图 5。 不 同 温度 处 理 下 的 
Cphsp90 mRNA 表达 水 平 随 温度 的 升 高 而 升 高 的 现 
象 充分 表明 Cphsp90 为 热 诱 导 型 的 热 激 基因 , 且 表 
达 量 与 胁迫 程度 正 相 关 。 史 光 定 量 PCR 中 基因 扩 
增 的 特异 性 通过 溶解 曲线 分 析 得 到 证 实 , 见 图 6。 
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图 5 Cphsp90 mRNA 在 不 同 温度 胁迫 下 的 相对 表达 量 
Fig. 3 Relative expression level of Cphsp90 mRNA 


under heat shock 


图 中 柱 高 数据 为 平均 数 上 标准 差 ; EARNS BER nN Fe FE 
(P <0.05); 下 同 。Data in the figure are mean + SD and those followed 
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2.5 温 热 预 处 理 后 高 温 胁迫 下 Cphsp90 mRNA 1H 

27% 恒温 实验 种 群 不 经 过 温 热 预 处理 , 直接 
40*C 和 45C 高温 胁迫 10 min 均 可 诱导 Cphsp90 
mRNA 相对 表达 量 的 显著 性 上 调 表 达 , 并 于 400€ 35 
到 最 高 表达 量 , 约 为 对 照 的 8.3 倍 。 高 于 40% 的 处 
理 Cphsp90 mRNA EZM TEBA, 至 30% RAB 
与 对 照 便 不 存在 显著 性 差异 。 实 验 种 群 经 35C 温 
热 预 处 理 3h 后 ,在 更 高 温度 40 ~ 45'C 范围 内 
Cphsp90 mRNA 相对 表达 量 随 温 度 胁迫 升 高 而 上 调 
表达 , 于 4S%C 达到 最 高 量 表达 , MG 450C 的 温度 胁 
迫 下 的 相对 表达 量 出 现下 降 趋势 , 但 下 降 程 度 不 显 
著 。 以 恒温 27%C 未 作 处 理 的 幼虫 为 对 照 , 以 35%C 
处 理 3 h 的 幼虫 作 参 比 ， 以 温度 -时 间 处 理 作 自 变 
量 , 以 Cphsp90 mRNA 的 相对 表达 水 平 作为 因 变量 ， 
分 析 结 果 见 图 7。 
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R6 ”实时 菊 光 定量 PCR 分 析 中 actin 和 Cphsp90 基因 扩 增 产物 的 熔 解 曲线 
Fig. 6 The melting curves of actin and Cphsp90 in real-time quantitative PCR 
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图 7 苹 采 用 蛾 实验 种 群 预 热 后 更 高 温度 胁迫 下 Cphsp90 基因 的 相对 表达 模式 
Fig. 7 Relative expression pattern of Cphsp90 under high-temperature stress after preheat treatment of Cydia pomonella laboratory population 
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CK; 27% 恒温 对 照 (Constant 27°C); CK’: 35C 预 热 处 理 3 h (35°C preheat treatment for 3 h); 1 -4: 未 预 热 幼虫 分 别 40% Ab FH 10 min, 45 处 
JE 10 min, 50°C 处 理 $ min, 50°C 处 理 10 min (Larvae were subjected to heat shock of 40°C for 10 min, 45°C for 10 min, 50?C for 5 min, and 50 
for 10 min without preheat treatment, respectively); 1' - 4': 幼虫 预 热 后 分 别 40% 处 理 10 min, 45°C 处 理 10 min, 50C 处 理 $ min, 50°C 处 理 10 
min (Larvae were subjected to heat shock of 40°C for 10 min, 45°C for 10 min, 50°C for 5 min, 50°C for 10 min after preheat treatment) . 


2.6 Cphsp90 mRNA 的 组 织 特异 性 表达 
以 27% 未 处 理 幼 虫 血 淋巴 中 的 Cphsp90 mRNA 
的 相对 表达 量 作为 基准 含量 , 对 不 同 组 织 中 的 相对 
表达 量 及 其 热处理 后 各 组 织 中 的 Cphsp90 mRNA fH 
对 表达 模式 进行 分 析 。27% 未 处 理 各 组 织 中 的 
Cphsp90 mRNA 的 相对 表达 量 存 在 显著 性 差异 ， 中 
肠 和 脂肪 体 显 著 高 于 表皮 和 血 淋 巴 。 然 而 经 35°C 
处 理 3h Jer, 脂肪 体 和 中 肠 的 相对 表达 量 却 出 现 显 
著 性 下 调 , 与 之 相反 的 是 , 基础 表达 量 较 少 的 表皮 
和 血 淋 巴 出 现 显 着 性 上 调 表达 ,表皮 中 表达 量 的 上 
调 程度 高 达 原 表达 量 的 4 倍 , 且 相 对 表达 水 平 显著 
高 于 血 淋 巴 、 脂 肪 体 和 中 肠 ,， 分析 结果 见 图 8。 说 
明 表 皮 可 能 是 对 热 激 啊 应 最 为 活跃 的 组 织 。 
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图 8  Cphsp90 mRNA 在 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 
Fig. 8 Relative expression level of Cphsp90 mRNA in 


different tissues of 5th instar larvae of Cydia pomonella 
1: 血 淋 巴 Hemolymph; 2: 中 肠 Midgut; 3: 脂肪 体 Fat body; 4; 表皮 


Cuticle. 
3 讨论 


3.1 苹果 喜 蛾 实验 种 群 的 高 温 耐 受 阔 值 

ERE RRCSC SERERE BE Te 4 S E [ELEC BE SCR. T 
EA a Tih HJ SEBEZJ. ASE AR CEU AVESSE BG 
波动 影响 , 即 具 有 耐 热 可 塑性 ， 所 以 针对 特殊 的 种 
群 必需 进行 耐 热 性 国 值 研究 。 本 研究 的 生 测 结 采 表 
明 , 温度 -时 间 处 理 对 实验 种 群 的 死亡 率 影 响 显著 ， 
死亡 率 随 着 温度 的 升 高 和 时 间 的 延长 而 升 高 , 在 同 
一 处 理 条 件 下 的 1 ~5 龄 幼虫 死亡 率 也 存在 显著 性 


差异 。5 龄 幼虫 耐 受 极 端 高 温 的 能 力 最 强 ,，3 龄 幼 
虫 最 敏感 , 这 与 前 人 的 研究 结论 相 一 致 ( Yokoyama 
et al., 1991; Wang et al., 2004; Yin et al., 2006a) 。 
(A EER IAS [n] SC S 龄 幼虫 的 耐 热 能 力 又 
存在 差异 , 2006 ERE USDA-ARS 实验 室 种 群 5 it 
幼虫 在 48, 50 和 5S2% 分 别处 理 1$, 5 和 2 min 均 无 
存活 (Wang et al., 2002a, 2004; Yin et al., 2006a) , 
而 本 研究 实验 种 群 5 龄 幼虫 经 507C 处 理 10 min 和 
52*C 处 理 5 min 仍 分 别 有 25. 096 和 11. 1% 个 体 存 
活 , RA 52°C 处 理 10 min 才能 达到 100% J6T-, Æ 
果 堵 蛾 耐 受 高 温 闵 值 上 限 的 提高 和 耐 受 时 间 的 延长 
可 能 是 随 者 全 球 气候 变 暖 的 环境 产生 的 一 种 适应 性 
调整 。 实 验 种 群 的 高 温 耐 受 国 值 研究 结果 ,是 检疫 
部 门 采取 检疫 措施 的 生物 学 依据 。 然 而 不 同 种 群 因 
经 历 的 环境 波动 不 同 存在 耐 热 性 差异 , 而 且 热 处 理 
基质 (Neven et al., 2006) 、 湿度 、 氧 水 平 (Heather et 
al. 1997 ) 、 受 热 均 一 性 、 加 热 速率 (Thomas and 
Shellie, 2000; Wang et al., 2002a) 和 处 理 时 间 
( Tang et al., 2000; Lurie et al., 2004) 等 都 会 严重 影 
WE AR ae RSET LAE RE PPE, 要 结 
合 具 体 的 检疫 措施 制定 合理 热处理 措施 以 确保 进出 
FAR SE PTGS RB IR APE c 

SER di HE HO HIJE T R Th EA PSE BY en T] A 
著 性 上 升 , 50°C Xb SH BY 5G To SE bbe ey T 48 7C 处 理 ， 
预示 50C 可 能 是 一 个 决定 开局 卵 内 特殊 变性 反应 
的 关键 温度 ,直接 影响 存活 ， 所 以 当 有 果 表 温度 达到 
SOT DA E, 仅 5 min 便 可 清除 全 部 苹果 至 蛾 虫 卵 。 
这 种 情况 与 地 中 海 斑 旦 Ephestia kuehniella 的 特性 相 
似 ( Ben-lalli et al., 2009) , 低 于 50°C 的 处 理 需要 较 
长 时 间 杀 灭 全 部 kuehniella BON, mim F 50C Au 
时 间 便 能 达到 100% 死亡 。 
3.2 SRP Se AA Cphsp90 的 克隆 和 序 
列 分 析 

本 研究 以 家 和 蛋 、 棉 铃 虫 、 垂 当夜 娥 和 美洲 棉铃 
虫 等 物种 的 hsp90 保守 结构 域 设 计 简 并 引物 , 成 功 
bake J WEAR Be HK hsp90 的 3'-FR ig FP, 证 明了 
Cphsp90 与 其 他 昆虫 的 相似 性 很 高 ,全 长 cDNA 和 
氨 基 酸 序列 双重 分 析 再 次 突显 了 hsp90 基因 家 族 的 
高 度 保守 性 。Hsp90 蛋白 在 物种 进化 过 程 中 起 到 


1246 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 54 43 


“突变 容 融 ”的 作用 , 使 不 利 的 形态 基因 不 能 立刻 表 
达 , 促使 有 利 基 因 表 达 , 从 而 促使 遗传 物质 变化 戎 
某 一 有 利 性 状 发 展 , 对 进化 起 着 特殊 的 作用 (Aldo 
et al., 1999) 。 并 且 在 物种 进化 问题 上 ，Hsp90 的 起 
源 比 脊椎 动物 的 形态 进化 更 早 。 因 此 , 通过 比较 
Hsp90 序列 所 获 的 系统 进化 树 可 用 以 解释 物种 间 的 
HRZ (Aldo et al., 1999) , 本 文 的 系统 进化 分 析 
结果 也 文 持 此 观点 。 
3.3 RA Se AA Cphsp90 的 转录 调控 

TATE DS] IA) FS oe a] p 2 HE TR, A Ye Fl 3, 
热 激 后 1 -2 min 内 就 能 检测 到 转录 , hsp mRNA 可 
被 诱导 至 1 ~1 000 倍 (Lindguist and Craig, 1988) 。 
高 温 短 时 的 检疫 热处理 模式 对 于 保持 水 果品 质 有 
利 , 而 在 此 过 程 中 , 热 激 基因 转录 水 平 上 的 快速 调 
方 可 能 对 于 苹果 完 蛾 的 耐 热 性 具有 重要 意义 。 苹 果 
IRS 龄 幼虫 在 35 ~44 忆 高温 胁迫 条 件 下 ，Cppsp90 
通过 提高 mRNA 相对 表达 量 而 发 生 正 癌 啊 应 以 应 
对 不 良 环境 。 而 且 Cphsp90 R $8 8c I] 32 n] 38 PE 
方面 也 表现 出 很 高 的 相关 性 , 5 龄 幼虫 经 过 35"C 温 
热 预 处 理 3 h 后 , 与 未 经 过 温 热 预 处 理 的 幼虫 相 
比 ，Cphsp90 mRNA 在 更 高 温度 胁迫 下 达到 最 高 表 
达 量 所 需要 的 温度 有 所 提升 ,由 未 经 预 热处理 的 
40°C 处 理 10 min 提高 到 4S$% 处 理 10 min, 因为 耐 
热 性 高 的 生物 在 高 温 胁 迫 条 件 下 热 激 重 晶 的 表达 量 
较 低 , 达到 最 高 表达 需要 更 高 温度 (Fangue et al., 
2006; Huang and Kang, 2007) , 所 以 预 热 后 Cphsp90 
mRNA 的 表达 模式 与 33% 温 热 预 处 理会 显 闭 增强 5 
龄 幼虫 耐 热 性 的 现象 相符 。 苹 末 至 蛾 高 温 胁迫 及 其 
耐 热 可 塑性 过 程 中 Cphsp90 基因 的 应 激 表 达 水 平 共 
同 说 明 Cphsp90 基因 在 其 热 适应 方面 发 挥 重要 的 
作用 。 

REIR Cphsp90 mRNA 的 相对 表达 量 会 随处 
理 时 间 而 变化 , 35°C 处理 3 h 与 处 理 1h 相 比 , 相对 
表达 量 有 显著 性 降低 ,可 能 是 因为 热 激 基因 长 时 间 
的 大 量 表 达 对 机 体 不 利 (Krebs and Holbrook, 
2001 ) ， 故 热 适 应 后 迅速 下 调 。Cphsp90 mRNA 的 适 
量 表达 可 能 利于 以 最 少量 的 能 量 消耗 保护 热 敏 重 日 
进而 维持 机 体 的 正常 运转 , 这 对 生物 体 适 应 高 温 胁 
迫 具 有 积极 意义 。 

热 激 重 日 还 存在 组 织 特异 性 表达 的 特性 ,本 研 
究 中 Cphsp90 在 27% 未 处 理 幼 虫 和 热 激 后 的 虫 体 组 
织 中 都 表现 出 特异 性 表达 特性 ， 热 激 后 表皮 中 
Cphsp90 的 诱导 表达 最 为 活跃 ， 显 著 高 于 中 肠 和 脂 
肪 体 , 相 类 似 的 表达 模式 在 丝 绿 光 蝇 Lucilia sericata 


(Tachibana et al., 2005) 和 食肉 晶 Sarcophaga 
crassipalpis (Rinehart et al., 2000) 也 存在 。 昆 虫 表 
皮 中 热 激 基因 mRNA 的 活跃 啊 应 , 可 能 是 昆虫 在 温 
度 变 化 环境 中 的 一 种 热 适应 机 制 , 昆虫 表皮 作为 最 
外 层 的 保护 屏障 , 其 角质 层 具 有 保水 和 抵御 外 界 不 
恨 环境 的 重要 作用 ( 刘 清 明 等 , 2010) , AGB ZR TIE 
下 表皮 快速 高 效 转录 热 激 基 因 来 阻止 温度 升 高 对 机 
体 的 损伤 , 全 面 地 体现 表皮 的 保护 作用 。 

ERR KWARE e ik PR EL AE RE, 以 及 热 
IE AEA Cphsp90 mRNA RKP ij] 2v n] 98 PE 
的 相关 性 研究 结果 , 为 提高 热处理 法 在 检疫 过 程 中 
的 有 效 性 提供 了 实验 依据 和 理论 基础 。 本 研究 克隆 
的 Cphsp90 全 长 cDNA FE T PRA ERE DAL 2H BO) fr 
E, 并 为 深入 研究 毕 果 震 蛾 耐 热 性 以 及 热 激 基因 在 
付 果 埠 蛾 入侵 过 程 中 的 协同 作用 葛 定 了 基础 。 
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